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® duits^^^^ microalgale, ses extraits, sod, compositions les contenant et procedes faisant appei a ces pro- 

^t) L'invention conceme une biomasse microalgale es- 
sentlellement pure, caracterisee en ce qu'elle est consti- 
tuee de cyanobacteries de I'espece Mastigocladus lamino- 
sus. Elle conceme egalement un extralt de microalgues et 
une SOD thermostable et^ou thermotolenante obtenue par 
extraction. 

L'invention se rapporte Egalement k des compositions 
dermocosmetiques, ou pharmaceutiques, a des boues ma- 
tur^es ou des additifs alimentaires contenant les microal- 
gues ou leurs extraits. 

Elle se rapporte enfin k des precedes pour ameliorer 
I'etat de la peau saine ou d'un sujet sain et son contort lo- 
comoteur ou general. 




Ill 




BNSDOCID: <Ffl 2705685A1 J_> 




2705685 



1 



La presente invention se rapporte a un phytoplancton, present 
notamment dans les eaux thermales, et qui possede un ensemble de 
caracteristiques le rendant particuliSrement approprie pour des 
utilisations dans les domaines therapeutiques et cosmetologiques. 

5 Les eaux thermominerales sont par definition des eaux minerales 

naturelles d'interet dans lesquelles au moins deux facteurs concourent aux 
activites pharmacologiques. Ce sont d'une part la mineralisation qui est 
actuellement le domaine le mieux defini et d'autre part le plancton 
thermal qui a ete jusqu'a present peu etudie du point de vue de sa 

10 composition biologique et de ses composes actifs, 

Dans toutes les eaux thermominerales on rencontre du plancton en 
plus ou moins grande quantite. C'est done un milieu vivant. Or on salt que 
dans un milieu vivant (eau douce, eau de mer, milieu terrestre) de 
multiples interactions (competition, auto ou heteroantagonisme) 

15 definissent I'equilibre du milieu. Le milieu thermal en tant que milieu 
vivant n'echappe pas a la regie de la concurrence entre especes. On sait 
egalement que les interactions definies ci-dessus s'effectuent a I'aide de 
mediateurs chimiques (terpenes, peptides, alcaloldes, etc.). Ces molecules 
agissent sur les systemes biochimiques des especes voisines, soit en 

20 stimulant leur croissance (stimuline), soit le plus souvent en les inhibant 
(antimitotiques) ou en les eliminant (toxines). Dans ce dernier cas ces 
molecules sont des substances de defense, De tels mediateurs chimiques ont 
une incidence sur les organismes plus evolu6s comme Thomme et peuvent 
conduire a des activites therapeutiques. 

25 On a montre que la peau des mammiferes (dont Thomme) est 

permeable non seulement aux substances minerales mais aussi a certaines 
substances organiques. En I'occurence certaines molecules contenues 
dans reau thermale et excretees par le plancton sont susceptibles d'etre 
absorbees par la peau. Ceci a deja ete montre par le Professeur Lefevre de 

30 1964 a 1975 lorsqu'U constate qu'une espece planctonique recoltee aux 
stations de Dax et Bareges {Phormidium uncinatum) et cultivee dans son 
Laboratoire avait des proprietes bactericides et cicatrisantes. Un tel 
resultat etait obtenu aussi bien a partir du plancton lui-meme qu'^ partir 
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du jus de culture, ce qui demontrait que cette espece excretait des 
substances chimiques dans le milieu susceptible de diffuser a travers le 
corps humain. Le Professeur Lefevre a donne le nom de cyanostimulines 
aux substances excretees par Phormidium uncinatum parcequ'elles 
pennettaient aux plaies d'etre nettoyees et aux tissus de se regenerer. Mais 
ce dernier n'a pu isoler le ou les molecules responsables de cette activite. 
Aucun chercheur n'a pu encore isoler des molecules a activite biologique 
dans les eaux chaudes, 

II serait done souhaitable de pouvoir disposer d'un phytoplancton 
thermophUe, dont les proprietes seraient maintenues dans les conditions 
d'utUisation du thermalisme, c'est-a-dire a des temperatures superieures 
ou egales a 37° C, pendant un temps suffisamment long. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une biomasse 
microalgale essentiellement pure, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
de cyanobacteries de I'espece Mastigocladus laminosus. 

Mastigocladus laminosus est une cyanobacterie dont le thalle 
spongieux atteint un maximum de developpement entre 30 et 60° C. Hie est 
presente dans les eaux thermales de surface d'Amelie-les-bains (France). 

Les algues utilisees de maniere generate en cosmetologie sont 
obtenues par cueillette aquatique marine ou par culture en syst^me 
lagunaire. H s'agit done toujours de produits mal definis car pratiquement 
impossible k purifier et non thermophiles. 

Au contraire, la biomasse microalgale selon I'invention, qui peut 
etre obtenue, par exemple, par culture en photoreacteur tubulaire clos a 
ecoulement continu, est constitute d'une seule espece, thermophile. 
Mastigocladus laminosus synthetise des molecules thermostables, avec un 
rendement eleve, qui permet en outre leur extraction a I'echelle 
industrielle. C'est une cyanobacterie filamenteuse qui peut resister, d'une 
part aux contraintes d'utilisation comme la chaleur du corps sans se 
degrader partiellement et perdre de son efficacite ; ceci permet de 
I'utiliser soit pure en application locale cutanee, soit en balneotherapie ou 
pour enrichir des boues. D'autre part, elle peut resister aux diverses 
manipulations necessaires a la preparation et/ou a la conservation de 
produits bruts ou d'extraits sans denaturer les molecules d'interet. 




2705685 



3 



Parmi les composants d'interet de la biomasse de Mastigocladus 
laminosus, il faut citer des pigments : la phycoerythrocyanine et la 
phycocyanine, qui sont des phycobiliproteines, ainsi que des carotenoides. 

Par ailleurs, la biomasse microalgale selon Tinvention presente une 
5 activite superoxyde-dismutase thermostable et/ou thermotolerante. Par 
thermostable et/ou thermotolerante, on entend une activite superoxyde- 
dismutase qui persiste au moins partiellement apres un traitement a une 
temperature superieure a 60°C pendant environ 10 min. 

L'activite superoxyde-dismutase (SOD) s'exerce sur les ions 
10 superojQ^des dont elle induit la dismutation et confere des proprietes anti- 
radicalaires aux produits. II a ete montre par exemple dans FR 2 287 899 
que cette activite SOD est recherchee en cosmetique, et notamment pour 
ses proprietes antivieillissement ou de protection contre les rayons UV. 

L'activite anti-radicalaire de la SOD la rend particulierement 
15 appropriee dans deux types majeurs d'applications, a savoir comme anti- 
inflammatoire et pour lutter contre le vieillissement. 

Cependant, il s'agit generalement d'une enzyme inactivee par la 
chaleur. 

L'un des avantages de I'activite SOD manifestee par la biomasse de 
20 Mastigocladus laminosus, est sa thermotolerance, I'activite etant 
maintenue a 60% environ apres un traitement a une temperature de 64° C, 
Elle presente done une activite optimale aux temperatures d'utilisation 
d'environ 40** C, soit lors d'applications locales, sur la peau humaine, pure 
ou en melange avec des boues thermales, soit pour Tensemencement de 
25 peloides a maturen 

La biomasse peut ensuite etre traitee en vue de sa conservation, par 
sterilisation et/ou lyophilisation. De plus, les techniques d'extraction et/ou 
de separation des fractions actives faisant appel au chauffage pourront 
etre employees sans dommage. 
30 Enfin, un autre interet de la biomasse selon T invention est sa 

teneur elevee en SOD, qui est de Tordre de 3 a 6 unites NBT/mg de matiere 
seche, inesuree selon la technique de Winterboum et al (J. Lab. Glim. med. 
85(2) 337-341, 1975). La biomasse jeune de M, laminosus est plus riche que 
la biomasse en phase stationnaire de croissance. 

35 
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La presente invention a done egalement pour objet un extrait de 
microaigues caracterise en ce qu'il est issu de cyanobacteries de I'espece 
Mastigocladus laminosus. Plus particulierement, elie a pour objet un 
extrait qui presente une activite superoxyde-dismutase resistant a une 
temperature d'environ 64°C. 

L^nvention comprend les applications esthetiques, anti- 
vieillissement, anti-inflammatoire et d'amelioration du bien-etre general 
de la biomasse de Mastigocladus laminosus ou de ses extraits. 

La biomasse pure de Mastigocladus laminosus ou des extraits, 
peuvent servir a preparer des compositions dermo-cosmetiques. 

Par composition dermo-cosmetique on entend des preparations 
destinees a etre appliquees sur la peau du visage ou du corps. Elles peuvent 
etre realisees de fagon extemporanee et etre constituees essentiellement de 
la biomasse de Mastigocladus laminosus, que Pon maintient en contact 
avec la peau a une temperature de Pordre de 35 a 45° C. A cette 
temperature, les proprietes du thermoplancton ne sont pas alterees. Son 
action sur la peau s'exerce notamment dans les cas de surcharge adipeuse 
(qu'elle contribue a reduire tout en ameliorant Paspect inesthetique en 
"peau d'orange") et/ou de vieillissement, et/ou de confort locomoteur ou 
de bien-etre. 

L'invention comprend egalement des boues thermales enrichies 
avec de la biomasse de Mastigocladus laminosus ou ses extraits presentant 
une activite SOD, et/ou maturees apres ensemencement avec ladite 
biomasse. Les indications demeurent les memes. 

Hie comprend enfin des compositions sous forme de lotions, cremes, 
onguents conditionnees et contenant de la biomasse de Mastigocladus 
laminosus ou des extraits presentant une activite SOD thermotolerante 
et/ou thermostable, facultativement en association avec d'autres 
principes actifs et/ou des excipients cosmetologiquement acceptables. 

De telles compositions peuvent notamment etre utilisees pour 
retarder ou prevenir le vieillissement de la peau, ou comme anti-solaire 
pour aider a lutter contre les dommages causes a la peau par le 
rayonnement U.V et/ou dans le but de favoriser le confort locomoteur et le 
bien etre general. 
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Ces compositions pourront avantageusement etre sterilisees par la 
chaleur pour ameliorer leur conservation avec maintien des proprietes et 
en particulier de Tactivite SOD. 

La biomasse microalgale de Mastigoclodus laminosus ou ses extraits 
5 presentant une activite SOD thermotolerante sont egalement utiles a titre 
de medicament. C'est pourquoi la presente invention a egalement pour 
objet une composition pharmaceutique contenant une telle biomasse ou 
ses extraits. 

EUe sera notamment utile pour le traitement d'affections 

10 dermatologiques et/ou comme traitement d'appoint en rhumatologie 
(action anti-inflammatoire), notamment chez un sujet atteint 
d'arthropathie degenerative, en vue d'attenuer ou maitriser la douleur 
secondaire et revolution lesionnelle. 

L'invention conceme egalement un additif alimentaire caracterise 

15 en ce qu'il contient de la biomasse microalgale essentiellement pure, 
constituee de cyanobacteries de I'espece Mastigocladus laminosus 
presentant de preference une activite SOD thermostable et/ou 
thermotolerante, un extrait issu de cyanobacteries de Tespece 
Mastigocladus laminosus et presentant une activite superoxyde-dismutase 

20 resistant a une temperature d'environ 64X, ou une SOD purifiee preparee 
a partir de ces produits. 

Hie concerne aussi un procede pour ameliorer Tetat de la peau 
saine, en particulier vieillissante, caracterise en ce qu'on applique 
localement une composition contenant au moins des microalgues de 

25 Tespece Mastigocladus laminosus, ou un extrait desdites microalgues 
presentant une activite superoxyde-dismutase, a une temperature 
d'environ 35 a 45° C. 

- Hie concerne un procede pour ameliorer les performances d'un 
sujet sain caracterise en ce qu'on administre par voie locale et/ou orale 

30 une biomasse microalguale, un extrait, ou une SOD tels que definis ci- 
dessus, notamment sous forme de composition dermo-cosmetique, 
pharmaceutique ou localement de boue maturee ; les additifs alimentaires 
obtenus a partir de Mastigocladus laminosus favorisent la resistance 
physique ou intellectuelle de sujets sains exposes a des conditions 

35 d'agression. 
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EUe conceme enfin un procede pour enrichir des eaux destinees a 
la balneotheraphie, caracterise en ce qu'on introduit dans I'eau ou le 
fluide dans lequel le sujet sera immerge, une biomasse microalgale 
essentiellement pure, constituee de cyanobacteries de I'espece 
Mastigocladus laminosus presentant de preference une activite SOD 
thermostable et/ou thermotolerante, un extrait issu de cyanobacteries de 
I'espece Mastigocladus laminosus et presentant une activite supercxyde- 
dismutase resistant a une temperature d'environ 64''C, ou une SOD purifiee 
preparee a partir de ces produits. 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
apparaitront a la lecture de I'exemple qui suit. Dans cet exemple, on se 
referera a la figure en annexe qui represente le spectre de dosage par 
chromatographie de la biomasse de Mastigocladus laminosus 

Exemple : Obtention et caract6risation d'une biomasse de 

Mastigocladus laminosus 



La souche de Mastigocladus laminosus provenant de la collection de 
I'Institut Pasteur (reference 7521) a ete mise en culture dans des reacteurs 
acres de deux litres. 

Une culture axenique est obtenue. Cette Cynaobacterie filamenteuse 
se presente en milieu liquide sous forme d'agr^gats etoil6s de 5 i 15mm de 
diametre. Ces demiers peuvent k leur tour s'accoler en donnant naissance 
k de gros amas de plusieurs centimetres. Au debut, cette microalgue a 
tendance a coUer a la paroi du reacteur en formant des voiles qui peuvent 
se detacher avec le bullage et participer k la formation des amas, 
notamment k la surface de la culture ; apres acclimatation, elle est plus 
homogene, ce qui permet sa culture en mode continu. 

Les conditions de culture optimales sont les suivantes : 
milieu nutritif BGII 



10 



15 



Composition du milieu BGII 



NaNOs 


1.5 


g/1 


MgS04, 7H2O 


0,075 


g/1 


CaClz, 2H2O 


0,036 


g/1 


K2HPO4, 3H2O 


0,04 


g/1 


acide citrique 


0,006 


a/1 


Na2C03 


0,02 




Fe-EDTA 


0,02 


g/1 


Microelements 


1 


ml/1 


on de microelements : 




H3BO3 


2,860 


g 


MnCl2, 4H2O 


1,810 


g 


ZnS04, 7H2O 


0,220 


g 


CUSO4. 5H2O 


0,080 


g 


M0O3 85% 


0,036 


g 


C0SO4, 7H2O 


0,090 


g 


Eau distillee qsp 


1000 


ml 
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20 ' temperature = 45° C, 

lumiere = 5 000 lux sans photoperiode 
CO2 = 1% en melange dans Pair, 

aeration = 10 volume d'air/volume de culture/heure (WH) 
pH8 

25 Dans ces conditions, le facteur multiplicatif apres 9 jours de culture 

est de 17,5. La concentration obtenue est alors de 0,378 g de matiere 
seche/litre de culture. 

La productivite attendue en photoreacteur tubulaire est done de 10 
g/m^/jour. 

30 La biomasse obtenue avec cette culture a ete utilisee pour doser la 

SOD et les phycobiliproteines. 
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La figure en annexe montre le spectre obtenu par analyse 
chromatographique. EUe montre I'existence de 3 pics et 2 epaulements. Les 
pics 1 et 5 respectivement aux longeurs d'onde 438 et 678 nm (nanometres) 
indiquent la presence de la ChlorophyUe a. 

L'epaulement n°2 a 494 nm correspond aux carotenoides. Ceux-ci, 
bien que presents, sont minoritaires. 

Enfin, l'epaulement n°3 et le pic n°4, aux longueurs d'ondes 
respectives 582 et 618 nm. correspondent a I'absorbance des 
phycobiliproteines. 

Le pic n°4 est celui de la phycocyanine, pigment bleu. 
L'epaulement n°3, d'apres la litterature (KINGSLEY S. ROWAN, 
Photosynthetic pigments of algae, Cambridge University Press, 
Cambridge), semble s'apparenter k I'absorbance de la 
phycoerythrocyanine. Cette molecule, de la famille des 
phycobiliproteines, est un pigment rouge rencontre chez les 
Cyanobacteries. 

L'extraction des pigments a ete realisee par broyage des cellules a la 
presse de French (2 passages) et centrifugation (10 min a 5000 tours par 
minute). La courbe en pointilles est le spectre du culot obtenu apres 
centrifugation. n contient les debris cellulaires et montre que la totalite 
des pigments a ete extraite hormis un reste de chlorophylle (petit pic a 438 
et 680 nm). Le dosage quantitatif de la phycocyanine et la 
phycoerythrocyanine necessite la recherche des coefficients d'extinction 
specifique dans la litterature ou la purification totale de ces pigments par 
des m^thodes de chromatographie. En effet, ces coefficients sont propres a 
chaque espece et varient meme suivant le protocole d'extraction. 

Le dosage de la SOD a ete effectue selon la methode au NBT. Dans les 
conditions de culture d^crites precedemment, la SOD est pr^sente a raison 
de 4 unites par mg de matiere sdche. A titre de comparaison, 
Porphyridium cruentum, une des microalgues les plus riches en SOD, en 
contient 5. 
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II est important de noter que Texcellent comportement de 
Mastigocladus laminosus, observe dans un reacteur aere de deux litres 
(conditions qui se rapprochent le plus possible des reacteurs tubulaires) 
permet d'envisager favorablement la culture en photoreacteur. En effet, 
5 la taille des agregats, largement inferieure au diametre de la tubulure, 
n'est pas un obstacle. 

Le type de materiau utilise actuellement sur les photorecepteurs 
n'admet pas une temperature de culture superieure a 40-45°, Celle-ci ne 
doit pas etre incompatible avec la culture de Cyanobacteries thermophiles, 
10 d'ou I'interet de determiner la temperature minimale pour laquelle on 
observe une croissance optimale de la souche. 
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REVENDICATIONS 

1. Biomasse microalgale essentiellement pure, caracterisee en ce 
qu'elle est constituee de cyanobacteries de Tespece Mastigocladus 
laminosus. 

2. Biomasse microalgale seion la revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle presente une activite superoxyde-dismutase, thermotolerante 
et/ou thermostable. 

3. Extrait de microalgues caracterise en ce qu41 est issu de 
cyanobacteries de I'espece Mastigocladus laminosus et presente une 
activite superoxyde-dismutase resistant a une temperature d'environ 64°C. 

4. Superoxyde-dismutase (SOD) obtenue par extraction a partir d'une 
biomasse selon Tune des revendications 1 ou 2. 

5. Composition dermo-cosmetique caracterisee en ce qu'elle contient 
une biomasse microalgale selon Tune des revendications 1 ou 2, ou un 
extrait selon la revendication 3 ou une SOD selon la revendication 4. 

6. Composition dermo-cosmetique selon la revendication 5, 
caracterisee en ce qu'elle consiste essentiellement en microalgues de 
Tespece Mastigocladus laminosus. 

7. Composition dermo-cosmetique selon la revendication 5, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre des excipients 
cosmetologiquement acceptables. 

8. Boue maturee, caracterisee en ce qu'elle est ensemencee par une 
biomasse microalgale selon I'une des revendications 1 et 2. 

9. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient 
une biomasse microalgale selon I'une des revendications 1 ou 2, un extrait 
selon la revendication 3 ou une SOD selon la revendication 4. 

10- Additif alimentaire caracterise en ce qu'il contient de la 
biomasse microalgale selon I'une des revendications 1 ou 2, un extrait 
selon la revendication 3 ou une SOD selon la revendication 4, 
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11. Precede pour ameliorer I'etat de la peau saine, caracterise en ce 
qu'on applique localement une composition contenant au moins des 
microalgues de Tespece Mastigocladus laminosus, ou un extrait desdites 
microalgues presentant une activite superoxyde-dismutase, a une 

5 temperature d'environ 35 a 45° C. 

12. Procede pour ameliorer les performances d'un sujet sain 
caracterise en ce qu'on administre par voie locale a la temperature de 35 a 
45"* C et/ou orale un produit selon Tune des revendications 1 a 4,ou une 
composition selon Tune des revendications 5 a 8. 

10 13. Procede pour enrichir des eaux destinees a la balneotherapie, 

caracterise en ce qu'on introduit dans Peau une biomasse selon Tune des 
revendications 1 et 2, un extrait selon la revendication 3 ou une superoxyde- 
dismutase selon la revendication 4. 



15 
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